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(57) Abre^ge 

L'invention a pour objet l'utilisation conjointe d'au moins deux marqueurs gdnetiques choisis parmi APpE, D19S178 et AP0 > CII 
pour le diagnostic de la maladie d'Alzheimer, en particulier les alleles APO e4, APO CII long (30+/-3 motifs r^tiufs (CA)) et D19S178 
court (moins de 167+/-4 nucleotides). L'invention a egalement pour objet un procSde de diagnostic de la maladie d Alzheimer amsi qu un 
kit pour la mise en oeuvre du proc6de\ 
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Marqueurs genetiquas utilise s conjointanent pour 
le diagnostic de l a maladie d' Alzheimer, methode et kit de dia- 
gn ostic. 

La presente invention concerne des marqueurs 
genetiques utilises conjointement pour le diagnostic de 
la maladie d' Alzheimer. 

La maladie d' Alzheimer est une pathologie 
5 encephalique caracterisee par une demence precoce avec 
une perte de neurones corticaux associee a des plaques 
de B-amyloide, des enchevetrements de neurof ibrilles et 
dans la plupart des cas une angiopathie amylolde. II 
existe de fortes presomptions pour une influence geneti- 
10 que dans l'etiologie de la maladie d* Alzheimer (WO 
94/01772) . 

Cette composante genetique a ete mis en evi- 
dence depuis de nombreuses annees par des observations 
indirectes qui suggerent une heredite sur le mode 

15 autosomique dominant et une penetrance dependante de 
l'age pour expliquer les liens familiaux entre des 
individus atteints par la maladie. Des etudes de gene- 
tique moleculaire recentes ont permis d • isoler des genes 
putatifs de la maladie d' Alzheimer par la recherche de 

20 marqueurs genetiques polymorphes specif iques de chromoso- 
mes (Bird et al . . 1989, Neurobiology of Aging 10, 432- 
434). 

Trois localisations chromosomiques ont ete 
decrites comme etant impliquees dans les formes familia- 

25 les a survenue precoce (age de survenue inferieur a 60 
ans) : le chromosome 21, le chromosome 14 et le chromo- 
some 19. Deux etudes de liaison ont suggere que la region 
chromosomique 19ql3.2 etait associee a des formes de 
maladie d' Alzheimer familiales a survenue tardive ( Peri- 

30 cak-Vance et al, Am. J. Hum. Genet. (1991), 48, 1034- 
1050 ; Schellenberg et al., Ann. Neurol. (1992), 31, 223- 
227). Au sein de cette region chromosomique, le groupe 
de genes d ' apolipoproteines (APO) E-CI-CI'-CII est une 
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zone candidate. Parmi les produits de ces genes, l'apoli- 
poproteine E ( APOE ) est particulierement impliquee dans 
le systeme nerveux : APOE est presente dans les plaques 
seniles et possede une affinite de liaison avec le 
peptide p-A4. Strittmatter et al . (Proc. Natl. Acad. 
Sci. (1993) 90, 177-181) ont decrit une frequence 
augmentee de 1 ' allele c4 du gene APOE dans les fnrm^. 
familiales de la maladie d' Alzheimer a survenue tardive. 
Cette observation a ete confirmee pour les formes 
familiales (Corder et al . , Science (1993), 261, 921-923) 
et les formes sporadiques de la maladie d' Alzheimer 
(Corder et al.. Science (1993), 261, 921-923 ; Saunders 
et al.. Neurology -(1993), 13, 1467-1472). 

D* autre part, Schellenberg et al . (Ann. 
15 Neurol. 1992, 31:223-227) ont rapporte une association 
genetique entre 1 'allele F du gene de 1 • apolipoproteine 
CII (allele du polymorphisme de longueur de fractions de 
restriction de TaqI ( RFLP : Restriction Fragment Length 
Polymorphism)) et la forme familiale de la maladie d'Alz- 
20 heimer. 
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Les auteurs de la presente invention ont 
realise une etude portant sur deux populations d'origine 
differentes atteintes l'une d'une forme a survenue 
tardive de la maladie d' Alzheimer ( apres 65 ans ) , 1 • autre 

25 d'une forme a survenue precoce de la maladie d' Alzheimer 
(avant 65 ans), qui a permis d'etablir une augmentation 
significative dans les deux groupes d'au moins deux des 
marqueurs genet iques suivants : allele APOE e4, allele 
D19S178 court et allele APO CII long. 

30 La localisation sur le chromosome 19 des 

marqueurs APOE, APO CII (APO C2 ) et D19S178 est connue 
et decrite notamment par Williamson et al . ( Cyto Genetic 
and Cell Genetic 1991, vol. 58 . p. 1678). 

La presente invention a ainsi pour objet 

35 1 'utilisation conjointe d'au moins deux marqueurs 
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genetiques choisis parmi APOE, D19S178 et APO CII pour 
le diagnostic de la maladie d' Alzheimer, les marqueurs 
genetiques etant de preference constitues par APOE et 
D19S178 et/ou APO CII, de preference encore par APOE, 

5 D19S178 et APO CII. 

Les marqueurs genetiques utilises sont 
avantageusement 1' allele APOE e4, l'allele D19S178 court 

et 1' allele APO CII long. 

Le gene APOE possede trois alleles : e2, c3 

10 et c4. 

Par allele APO CII long, on entend un allele 
comprenant plus de 30±3, de preference plus de 30 
repetitions consecutives des bases cytosine- adenine. 

Par allele D19S178 court, on entend un allele 
15 comprenant moins de 167±4, de preference moins de 167 
nucleotides . 

L ' invention a egalement pour objet un procede 
de diagnostic de la maladie d' Alzheimer caracterise en 
ce que 1 ' on recherche dans un echantillon biologique d'un 
20 patient la presence de deux au moins des marqueurs 
suivants : allele APOE e4, allele D19S178 court et allele 

APO CII long. 

La methode selon 1 ' invention comprend 

avantageusement les etapes suivantes : 

25 a) mise en contact de 1 ' echantillon biologi- 

que contenant de l'ADN avec un couple d ' amorces specif i- 
ques permettant 1 ' amplification de tout ou d'une partie 
des genes APOE, D19S178 et/ou APO CII, l'ADN humain 
contenu dans 1 ' echantillon ayant ete eventuellement rendu 

30 accessible a 1 ' hybridation et dans des conditions 
permettant une hybridation des amorces a l'ADN humain 
contenu dans 1 ' echantillon biologique ; 

b) amplification de l'ADN humain ; 

c) revelation des produits d ' amplification 
35 par les techniques appropriees ; 
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4 

d) detection de la presence eventuelle des 
alleles APOE e4, D19S178 court et APO CII long par les 
techniques appropriees . 



5 Par diagnostic, au sens de la presente 

invention, on entend la confirmation de la presence d'au 

moins-deux-marque^ 

chez des patients dont le tableau clinique fait etat 
d'une symptomatologie pouvant etre attribute a la maladie 
10 d' Alzheimer, ou encore une probability accrue chez des 
sujets de developper la maladie d' Alzheimer par rapport 
a 1 ' ensemble d ' une population, 1 1 accroissement de la 
probability etant d'au moins un facteur 4. 

L ' echantillon biologique peut etre le sang 
15 total, la fraction leucocytaire du sang ou encore un 
tissu a partir duquel de I'ADN peut etre extrait, ou un 
f luide biologique . 

Les amorces specifiques utilisees dans le 
cadre de la presente invention peuvent etre notamment 
20 celles decrites dans Roppers et al. (1991), Cytogenet. 

Cell Genet. 58, 751-784) pour D19S178, Hixson et al. 
(1990), J. Lipid. Res. 31, 545-548 pour APOE et Weber et 
al.. Am. J. Hum. Genet. 44, 388-396 pour APO CII. 

D'autres amorces peuvent convenir, le critere 
25 de selection des amorces etant qu'elles permettent 
1 1 amplification des parties des genes APOE, D19S178 et 
APO CII comportant les polymorph! smes respectifs : region 
112-158 de APOE, extremite 5' de APO CII. 

Les alleles recherches, notamment D19S178 et 
30 APO CII long, peuvent etre mis en evidence par determina- 
tion de la longueur des fragments amplifies, par exemple 
par une electrophorese sur gel de polyacrylamide ou par 
determination de la sequence du fragment amplifie. 

Les alleles recherches, notamment APO e4, 
35 peuvent egalement etre detectes par la technique d'ana- 
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lyse de polymorph! sme conf ormationnel de simples brins 
("Single-Strand Conformation Polymorphism" (SSCP) telle 
que decrite par Masato Orita et al . , ou encore par 
hybridation de sonde a 1 ' aide d'une sonde specif ique. 
5 " La presente invention a egalement pour objet 

un necessaire pour la raise en oeuvre du precede selon 
1' invention, dans un echantillon comprenant les elements 
suivants : 

- des couples d* amorces specif iques des genes 

10 APOE, D19S178 et APO CII, 

- les reactifs necessaires pour effectuer une 

amplification d'ADN, 

- eventuellement les reactifs permettant la 
detection des alleles APOE e4, D19S178 court et/ou APO 

15 CII long, par exemple des reactifs necessaires a une 
electrophorese sur gel de polyacrylamide et la revelation 
des fragments apres migration, notamment des sondes 
specif iques de 1' allele APO e4. 

On rapportera ci -apres les resultats de 

20 1' etude des inventeurs auteurs de la presente invention, 
montrant 1 ' implication des marqueurs APOE, APO CII et 
D19S178 dans la frequence de survenue de la maladie 
d ' Alzheimer . 

L' etude a porte sur deux groupes de patients 
25 atteints de la maladie d' Alzheimer, un groupe francais 
compose de 36 patients atteints d'une forme a survenue 
tardive de la maladie d' Alzheimer (78±9 ans ; intervalle 
65-91 ans) et un groupe britannique compose de 34 
patients presentant une forme a survenue precoce de la 
30 maladie d'Alzheimer ( 57±4 ans ; intervalle : 49-64 ans) 
diagnostiquees par la clinique. 

Ces deux groupes ont ete compares a deux 
groupes temoins de memes origine et ages, composes 
respectivement de 38 et 36 sujets dont 1 ' environnement 
35 etait identique a celui des patients atteints de la 
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maladie d 1 Alzheimer . 

L'ADN genomique des patient a ete extrait des 
leucocytes selon la methode decrite par Marcadet et al. 
(Standardized Southern-Blot Workshop Technique-Histocom- 
patibility Testing, Springer Verlag, New-York, Vol. 1). 
L'ADN genomique a ete amplifie par PCR a 1 1 aide d'un 
^EEareal_d_Lampli.f.ication_Perkin-Elme^Ge1-us^ 
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Cinq marqueurs localises dans la region 
chromosomique 19ql3.2 ont ete etudies comme decrit dans 
10 les references correspondantes : deux marqueurs anonymes 
contenant des motifs (CA) n , D19S47 (reference sous Mfd 
9 (Weber et al . (1989), Am. J. Hum. Genet. 44, 388-396)) 
et D19S178 (reference sous Mfd 139 (Ropers et al . (1991) 
Cytogenet. Cell Genet. 58, 751-784)), le polymorphisme 
15 APOE (Hixson et al . (1990) J. Lipid. Res. 31, 545-548), 
le polymorphisme de longueur de fragments de restriction 
(RFLP) pour Hpal de l'extremite 5' du locus du gene Apo 
CI (Nillesen et al . (1990), Nucleic Acids Res. 18, 3428) 
et le polymorphisme de motifs repetitifs (CA) n dans le 
gene APO CII (reference sous Mfd 5) (Weber et al., Am. 
J. Hum. Genet. 44, 388-396). 

Les analyses statistiques ont ete realisees 
avec un logiciel SAS version 6,04. Des analyses "Univa- 
riates" ont ete realisees a l'aide du test x 2 <*e Pearson 
25 et du test exact de Fisher si necessaire. Compte tenu de 
la rarete de la frequence de certains alleles observee 
pour des polymorphismes microsatellites, les alleles ont 
ete regroupes en deux groupes en f onction de leur nombre 
de nucleotides. Ainsi, D19S178 a ete partage en alleles 
30 longs (167 nucleotides et au-dela) et alleles courts 
(moins de 167 nucleotides), les alleles de l'extremite 
5' de APO CII a motifs repetitifs ont ete divises en 
alleles longs (30 motifs repetitifs et au-dela) et 
alleles courts (moins de 30 motifs repetitifs). 
35 Les frequences alleliques ont ete calculees 
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par comptage des alleles. 

Les resultats recueillis ont ete traites par 
informatique en utilisant un modele de regression 
logistique par etape a I'aide de tests statistiques de 
5 vraisemblance comme decrit par Breslow N.E. et al.. 
Statistical Methods in Cancer Research, Vol. 1, pp. 192- 
247. L ' analyse des desequilibres de liaison a ete faite 
comme decrit par Thompson E.A. et al . , Am. J. Hum. 
Genet., 42, 113-124 et Hill, W.G. , 1974, Hereditary, 33, 
10 229-239. 

Les frequences des marqueurs D19S178, APOE, 
APO CI et APO CI I ont ete estimees a I'aide de 1 ' algo- 
rythme decrit par McLean et Morton, Genet. Epidemiol. 2, 
263-272, mis sous forme de programme informatique, comme 
15 decrit par Cox et al. , Am. J. Hum. Genet., 43, 495-501. 

Les frequences estimees ont ete comparees a 
celles attendues sur la base de l'equilibre du X 2 de 
Pearson ou du test exact de Fischer. 

Les resultats sont rapportes aux Tableaux I 

20 a IV ci-apres. 

Le tableau I rapporte les distributions de 
frequence allelique des polymorph! smes genomiques pour 
des sujets sporadiques atteints de la maladie d' Alzheimer 
par rapport a des temoins. 
25 Aucune difference significative n'apparait 

entre les sujets et les temoins dans la distribution de 
1' allele D19S47 pour les differences populations. Dans 
la population a survenue tardive de la maladie, les 
frequences des polymorphismes des genes APOE et APO CI I 
30 etaient signif icativement differences entre les sujets 
et les temoins : 1' allele APOE e4 et les alleles APO CII 
longs etaient observes plus frequemment chez les sujets 
a survenue tardive de la maladie d* Alzheimer que chez les 
temoins . 

35 Les memes analyses ont ete realisees pour une 
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population independante du Royaume-Uni de sujets sporadi- 
ques a survenue precoce par rapport a des temoins. Cette 
population a ete etudiee pour les deux limites d'age de 
survenue generalement acceptees, c*est-a-dire moins de 
5 65 ans et moins de 60 ans. Pour le groupe de sujets dont 
l'age de survenue etait inferieur a 65 ans, les distribu- 
tions alleliques des polymorph! smes d es genes DT9S178, 
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30 



APOE et APOCI etaient signif icativement differentes entre 
les sujets et les temoins : les alleles D19S178 courts, 
1' allele APOE e4 et la presence du site de restriction 
de Hpal dans APO CI (allele 2) ont ete plus frequemment 
observes chez les malades ou la survenue de la maladie 
etait precoce que chez les temoins. Pour les groupes de 
sujets avec un age de survenue de la maladie inferieure 
15 a 60 ans, les distributions alleliques des polymorph! smes 
des genes D19S178, APOE et APO CI etaient similaires a 
eel les du groupe de sujets avec un age de survenue de la 
maladie inferieur a 65 ans. 

Pour les analyses suivantes, la limite de 
20 separation en fonction de l'age entre le groupe a 
survenue precoce et le groupe a survenue tardive etait 
de 65 ans. 

La frequence observee pour 1 ' allele APOE e4 
dans le groupe de malades a survenue precoce n' etait pas 
25 signif icativement differente de celle observee dans le 
groupe de malades a survenue tardive, et dans les deux 
populations, 1 "allele APOE e2 etait rare chez les sujets 
atteints de la maladie d' Alzheimer. 

Une correlation inverse entre 1 * age de 
survenue et le nombre de copies de 1' allele APOE e4 etait 
observee dans la population a survenue tardive (p < 
0,026), mais non dans la population a survenue precoce. 
Les ages moyens de survenue des sujets ayant deux alleles 
APO e4, un allele e4 ou sans 1' allele APO e4 etaient 
35 respectivement de 70,5, 75,0 et 81,2 ans dans le groupe 
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a survenue tardive, et 58,5, 56,6 et 57,3 ans dans le 
groupe a survenue precoce. 

Les resultats d' etudes de desequilibre de 
liaison deux a deux entre les polymorphismes D19S178, 
5 APOE, APO CI et APO CII sont rapportes au Tableau II. 

Aucune deviation de l'equilibre de Hardy- 
Weinberg n' etait observee. Un desequilibre de liaison 
complet etait retrouve entre 1 • allele APO c4 et 1' allele 
2 du polymorphism de longueur des fragments de restric- 
10 tion (RFLP) de APO CI dans les deux populations. 

Dans la population temoin, un desequilibre de 
liaison non significatif etait retrouve entre les 
polymorphismes D19S178 et APOE et a 1 ' interieur de 
1' ensemble APOE-CI-CI * -CII . 
15 Les frequences haplotypiques des 4 marqueurs 

(D19S178, APOE, APO CI et APO CII) ont ete estimees comme 
rapporte au Tableau III ci-apres. 

Parmi les 24 haplotypes theoriques, seuls 15 
etaient retrouves avec 1 ' algorythme par la methode 
20 decrite par McLean et Morton. Certains haplotypes etaient 
observes seulement chez les malades (n° 1, 2 et 7) et 
d'autres seulement chez les temoins (n° 12 et 13) a la 
fois dans la population a survenue tardive et celle a 
survenue precoce. L'haplotype n° 10 etait deux fois plus 
25 frequent dans la population de malades a survenue tardive 
que dans la population a survenue precoce. 

Le contenu d ' informations du polymorphisms 
(Polymorphism Information Content (PIC)) et le degre 
d'heterozygotie obtenus en combinant ces 4 marqueurs 
30 etaient eleves dans les deux groupes. 

Les differences dans la distribution des 
frequences d' haplotypes estimees entre les malades et les 
temoins ont ete testees a 1 ' aide du test de rapport de 
probability (likelihood ratio test) avec un nombre de 
35 degre de liberte egal a 15. Les resultats etaient de 88,4 
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et 93,2 respectivement pour le groupe de malades a 
survenue tardive et le groupe de malades a survenue 
precoce. 

Pour estimer la tendance a developper la 
5 maladie ("odds ratio") pour les porteurs d'au moins un 
des alleles des differents genotypes, on a utilise des 

modeles-de-regress-ion-: l-og-ts^-giie-raua^d:pi-e-pa-r-e1:apeB^^iil- 
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ont ete adaptes aux observations. 

Dans le groupe a survenue tardive, les "odds 
ratios" estimes etaient de 6,49 pour 1' allele APOE e4 
(intervalle de confiance a 95% = [1,68 ; 25,03]), 0,10 
pour 1' allele APOE 2 (intervalle de confiance a 95% - 
[1,19 ; 10,70] ). 

Dans le groupe a survenue precoce, les "odds 
15 ratios" estimes obtenus etaient de 3,80 pour 1' allele APO 
?4 (intervalle de confiance a 95% = [0,01 ; 0,85]) et 
4,44 pour les alleles courts de D19S178 (intervalle de 
confiance a 95% = [1,27 ; 15,49]). 

L'odds ratio (approximation du risque) a juste 
20 pour les porteurs d ' au moins un allele APOE e4 de 
developper une maladie d' Alzheimer sporadique de type a 
survenue precoce ou a survenue tardive etait de 4.10 
(intervalle de confiance a 95% = [1.84 ; 9.16]), comme 
estime dans un modele de regression, logistique adapte 
25 pour les donnees se rapportant a la population totale. 

Pour les porteurs d'au moins un allele, APOE 
e2, l'odds ratio etait de 0.11 (intervalle de confiance 
a 95% = [0,02 ; 0,50]), suggerant ainsi un effet protec- 
teur de cet allele. 
30 Le risque de developper une maladie d 1 Alz- 

heimer pour les porteurs d ' au moins un allele c4 et d'au 
moins un des deux marqueurs : allele D19S178 court et 
allele APO CI I long est rapporte au tableau IV ci- 
dessous . 

35 Dans les deux populations, les risques "odds 
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ratios'* etaient signif icativement augmentes lorsque I'un 
de ces deux marqueurs etait considere en meme temps que 

1' allele APOE e4. 

Par exemple, le risque de declarer une 
5 maladie d' Alzheimer a survenue tardive pour un sujet 
porteur d'au moins un allele APOE e4 et d'au moins un 
allele APO CII long est maximal, cette configuration 
n'etant jamais retrouvee chez les temoins. Dans cette 
meme population a debut tardif, pour les porteurs d'au 
10 moins un allele APOE e4 et d'au moins un allele D19S178 
court, l'odds ratio s'eleve a 14 (14.23). Cet odds est 
egalement augmente (superieur a 8 (8.68)) pour ces memes 
alleles dans le cas d'une maladie d* Alzheimer a debut 
precoce . 

15 Dans 1' ensemble de la population, le risque 

de developper une maladie d' Alzheimer independemment de 
1'age de, survenue est augmente pour les porteurs d'au 
moins un allele APOE e4 et d'au moins un allele D19S178 
court comme en temoigne 1' elevation de l'odds ratio 

20 superieur a 12 (12.46) ainsi que pour les porteurs d'au 
moins un APOE e4 et d'au moins un allele APO CII long 
(odds ratio superieur a 9 (9,72)). 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation conjointe d'au moins deux 
marqueurs genetiques choisis parmi APOE, D19S178 et APO 

5 CII pour le diagnostic de la maladie d 'Alzheimer. 

2. Utilisation selon la revendication 1 des * 
marqueurs APOE, APO CII et/ou D19 S178. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou la 
revendication 2 des marqueurs APOE, D19S178 et APO CII. 

10 4 - Utilisation selon 1 1 une quelconque des 

revendications precedentes, caracterisee en ce que les 
marqueurs sont 1' allele APOE e4, 1' allele D19S178 court 
et 1' allele APO CII long. 

5. Utilisation selon la revendication 4, 
15 caracterisee en ce que 1' allele D19S178 court comporte 

moins de 167+4 , notamment moins de 167 nucleotides. 

6. Utilisation selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que l f allele APO CII long comporte 
plus de 30±3, notamment plus de 30 motifs repetitifs 

20 ( CA ) . 

7. Methode de diagnostic de la maladie 
d 'Alzheimer , caracterise en ce que I'on recherche dans 
un echantillon biologique d'un patient la presence de 
deux au moins des marqueurs suivants : allele APOE e4, 

25 allele D19S178 court, et allele APO CII long. 

8. Methode selon la revendicati Dn 7, caracte- 
risee par les etapes suivantes : 

a) mise en contact de 1 1 echantillon biologi- 
que contenant de l'ADN avec un couple d 1 amorces specif i- 

30 ques permettant 1 ' amplification de tout ou partie des 
genes APOE, D19S178 et/ou APO CII, l'ADN humain contenu 
dans 1 'echantillon ayant ete eventuel lenient rendu 
accessible a 1 1 hybridation et dans des conditions 
permettant une hybridation des amorces a l'ADN humain 

35 contenu dans 1 1 echantillon biologique ; 
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b) amplification de 1 ' ADN humain ; 

c) revelation des produits d ' amplification 
par les techniques appropriees ; 

d) detection de la presence eventuelle des 
5 alleles APOE e4, D19S178 court et APO CII long par les 

techniques appropriees • 

9. Methode selon la revendication 8, caracte- 
risee en ce que la presence des alleles APOE e4, D19S178 
court et APO CII long est mise en evidence par la 

10 technique d ' electrophorese sur gel de polyacrylamide. 

10. Necessaire pour la mise en oeuvre d'une 
methode selon l'une des revendications 8 a 10, caracte- 
rise en ce qu'il comprend : 

- des couples d ' amorces specif iques de deux 
15 au moins des genes APOE, D19S178 et APO CII, 

- les reactifs necessaires pour ef fectuer une 
amplification d'ADN, 

- eventuellement les reactifs permettant la 
detection des alleles APOE e4, D19S178 court et/ou APO 

20 CII, par exemple des reactifs necessaires a une electro- 
phorese sur gel de polyacrylamide et la revelation des 
fragments apres migration, 

- eventuellement des standards de reference 
constitues par les alleles sauvages des genes mutants. 

25 11. Produits d ' amplification de tout ou 

partie d'au moins deux genes choisis parmi APOE, APO CII 
et D19S178. 

12. Composition de diagnostic constitues d'au 
moins deux marqueurs genetiques choisis parmi APOE, APO 
30 CII et D19S178. 
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